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A hemoglobina é um polipeptido em forma de tetrâmero, constituído por um grupo 
heme e por dois pares de cadeias globínicas α (ζ, α1, α2) e não-α (β, δ, Aγ, Gγ, ε) que se 
associam em diversas combinações formando diferentes hemoglobinas. 
Nos adultos, a príncipal hemoglobina sintetizada é a HbA (α2β2), contribuindo para 
cerca de 95% do total da hemoglobina. A restante hemoglobina é constituída por 
pequenas quantidades de Hb A2 (α2δ2) (<3,5%) e de Hb F (<2 %). 
As talassémias caracterizam-se por uma produção insuficiente de uma das cadeias 
globínicas. No adulto a diminuição de síntese de cadeias α ou β leva a uma diminuição 
de produção de HbA resultando numa eritropoiese ineficaz. Nos portadores de 
talassémia, a hemoglobina (Hb), o volume globular médio (VGM) e a hemoglobina 
globular médio (HGM) estão abaixo dos valores de referência, tendo em conta a idade e 
sexo. São designadas por anemias microcíticas e hipocrómicas. 
O principal objectivo deste trabalho foi estudar as causas de hipocromia e microcitose 
num grupo de 50 dadores de sangue do Centro Regional de Sangue de Coimbra. 
A principal causa detectada foi a alfa-talassemia, sendo a mutação mais frequente a -α3.7 
encontrada em heterozigotia em 10 indivíduos, seguida da variante talassémica Hb 
Plasencia (4 portadores), da delecção –α4.2 também em heterozigotia (2 casos) e 1 
heterozigotia composta –α3.7/–α4.2. Foram ainda detectadas 4 mutações intrónicas no 
gene globínico α2, não descritas na literatura. Dos restantes, 8 individuos eram 
portadores de β-talassémias e 2 portadores de Hb Lepore.  
O conhecimento das causas mais frequentes de hipocromia e microcitose e das 
respectivas bases moleculares apresenta grandes vantagens em saúde pública, 
nomeadamente, para a detecção e informação dos portadores e caracterização molecular 
dos casais de risco. Um acompanhamento adequado em consultas da especialidade e, 
quando necessário, o diagnóstico pré-natal ajudam a diminuir o número de recém-
nascidos afectados com as formas graves das patologias associadas (Talassemia Major/ 










Hemoglobin is a tetramer of polypeptides consisting of a heme group and two pairs of α 
globin chains (ζ, α1, α2) and non-α globin chains (β, δ, ε, Aγ, Gγ) that form different 
hemoglobins types.  
The main hemoglobin in adults is the HbA (α2β2), representing about 95% of the total 
hemoglobin. The remaining hemoglobins consists of small quantities of Hb A2 (α2δ2) 
(<3.5%) and Hb F (<2%).  
The thalassemias are due to an insufficient production of globin chains resulting in 
decrease Hb synthesis and ineffective erythropoiesis. The haemoglobin, mean 
corpuscular volume (VGM) and mean cell haemoglobin (HGM) are below the reference 
values for age and sex. This phenotype is called microcytic, hypochromic anaemias. 
The main aim of this study is to identify the ethiology of microcytosis and hypochromia 
in 50 blood donors of the Centro Regional de Sangue de Coimbra. 
The principal cause detected was alpha-thalasemia and the most frequent mutation was 
–α
3.7
 found  in heterozygous state in 10 samples, followed by 8 carriers of β-
thalassemia, 4 Hb Plasencia carriers, 2 Hb Lepore carriers, 2 –α4.2 heterozygous and 1 
compound heterozygous –α3.7/–α4.2. We also found 4 not previous descibed intronic 
mutations in the α2 globin gene. 
The knowledge of the most frequent causes of hypocromia and microcytosis, and their 
molecular bases, has many advantages in public health to define the strategy for carriers 
detection, the genetic conselling of couples at risk of conceiving fetuses with severe 
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I - Introdução 
 
A hemoglobina (Hb) é uma proteína presente nos glóbulos vermelhos e cuja 
principal função é o transporte de oxigénio e CO2. 
É constituída por duas partes: A parte proteica constituída por quatro cadeias globínicas 
que se agrupam formando um tetrâmero e o grupo heme que contém uma molécula de 
ferro. 
As cadeias globínicas são compostas por 2 cadeias α (ζ, α1, α2) e por 2 cadeias 
não α (β, δ, ε, Aγ, Gγ) cujos genes estão localizados em diferentes cromossomas (16 e 11 
respectivamente), que se juntam em diversas combinações durante os vários estágios do 
desenvolvimento intra uterino formando diferentes hemoglobinas (Hbs) (Fig.1). 
 
Figura 1. Representação dos diferentes tipos de Hbs predominantes durante o desenvolvimento humano, 
desde o estado embrionário ao estado adulto. Adaptado de Wood et al. (1993) [1]. 
 
 
Durante o período embrionário os genes globínicos ε, ζ, Aγ, Gγ e α, expressos a 
partir da 3ª semana de gestação, emparelham-se formando as hemoglobinas Gower I 
(ζ2ε2), Gower II (α2ε2), Portland I (ζ2γ2) e a HbF (α2γ2). 
A partir da 8ª semana de gestação, a síntese das cadeias ε e ζ praticamente cessam a sua 
transcrição, enquanto as cadeias γ iniciam a sua síntese. Durante este período, e até ao 
nascimento, a HbF é o principal responsável pelo transporte de oxigénio e ao 
nascimento a HbA (α2β2) está presente em quantidades inferiores a 10%. 
Após o nascimento, ocorre a substituição gradual das cadeias γ por as cadeias β. 
As cadeias δ são sintetisadas em pequenas quantidades e formam a HbA2 (α2δ2). 
Num indivíduo adulto 95% do total da hemoglobina é HbA, sendo a restante 




1. Estrutura e Organização do Cluster α e β 
 
Os genes que codificam as cadeias globínicas estão organizados em complexos 
multigénicos denominados clusters, organizados pela ordem em que são expressos 
(Figura 2). 
Estes clusters são o resultado de múltiplos eventos, que ocorreram há cerca de 
500 milhões de anos atrás [2]. 
 
O cluster β está localizado no braço curto do cromossoma 11 no telomero p15.5 
e é constituído por 5 genes funcionais (ε- Gγ-Aγ-δ-β) e um pseudogene (ψβ) [3]. Os dois 
genes γ  (Aγ e Gγ) são altamente homólogos e codificam cadeias que diferem entre si em 
apenas um aminoácido na posição 136 (Gγ guanina, Aγ alanina). Os genes δ e β também 
são similares entre si, as respectivas cadeias diferem em apenas 10 aminoácidos [4]. 
  
O cluster α está localizado no cromossoma 16, no telomero p13.3 e possui três 
genes funcionais (ξ, α2, α1), três pseudogenes (ψξ1, ψα2, ψα1), e dois genes inactivos 
(θ1 e µ). [5] [6] 
 







Os genes α1 (HBA1 OMIM:141800) e α2 (HBA2 OMIM:141850) são altamente 
homólogos (83% de homologia), codificam proteínas idênticas [8] e diferem apenas no 
segundo intrão (IVS-II) e nas regiões 3’ transcritas mas não traduzidas (3’UTR) [9]. 
O cluster é altamente polimórfico, com muitas mutações pontuais e rearranjos 
que não têm efeito aparente na expressão dos genes [10]. Possui também 4 regiões 




ξ2 e ψξ1 (HVR interzeta), uma no primeiro intrão de ambos os genes ξ (HVR´s ξ-intrão) 
[12] [13] e uma a 5’ do cluster (5’HVR α-globínica) [14].  
 
A montante do gene ξ, estão descritos 4 elementos regulatórios designados por 
HS-10, HS-33, HS-40 e HS-48 de acordo com a distância em kb do gene embrionário  
(Figura 3) [15]. 
 
Figura 3. Representação esquemática do cluster α-globinico com a posição relativa dos 4 elementos 




Foi demonstrado que o mais importante elemento regulatório da expressão do 
gene α é o HS-40, necessário para a normal expressão dos genes globínicos α, que actua 
como potenciador da síntese dos genes α [17] [18] [19]. 
Esta região regulatória consiste num segmento com 200 a 300 pb, numa região de 
cromatina aberta quer em células eritróides quer em não eritróides e contém locais de 
ligação para uma variedade de factores trans-acting eritroides (GATA-1 e NF-E2). [20] 
[21] [22]. 
 
Baseado na quantificação do mRNA foi calculado que gene α2 sintetiza 2 a 3 vezes 
mais cadeias que o α1, enquanto o gene α1 é 2 a 3 vezes mais eficaz na tradução, 












2. Classificação das Hemoglobinopatias 
 
As hemoglobinopatias são classificadas em dois grupos: as estruturais e as de 
síntese. As estruturais são caracterizadas por alterações na sequência de aminoácidos 
das cadeias globínicas, resultando na presença de uma hemoglobina anormal, podendo 
também ser designadas por variantes de hemoglobina. As hemoglobinas de síntese ou 





A primeira indicação de talassémia surgiu em 1925, quando um pediatra de 
Detroit, Thomas Cooley, descreveu uma síndrome numa criança descendente de 
italianos, caracterizada por anemia profunda, esplenomegalia e deformações ósseas 
[25].  
As talassémias caracterizam-se por uma redução ou ausência de cadeias 
globínicas e que são classificadas de acordo com a cadeia afectada. As clínicamente 
mais significativas são as α e as β, não só pela sua grande prevalência a nível mundial, 
mas também pela sua gravidade fenotípica. 
Devem-se essencialmente a uma produção insuficiente de HbA resultando numa 
ineficaz eritropoiese, com parâmetros hematológicos de volume globular médio (VGM) 
e de hemoglobina globular médio (HGM) abaixo dos valores de referência. Esta 
redução do VGM e da HGM são designadas respectivamente por microcitose e 
hipocromia. 
 
2.1.1.  Classificação das β-talassémia 
 
As β-talassémias são caracterizadas por uma redução ou ausência de síntese das 
cadeias β. Esta redução leva a uma produção insuficiente de HbA e a um aumento das 
outras hemoglobinas que constituem a Hb no adulto, nomeadamente a HbA2 e a HbF. 
Consoante a gravidade do fenótipo podem ser classificadas em 3 grupos: minor, 
intermédia e major. 
A β-talassémia minor é devida à presença de uma mutação em heterozigotia nas 




aumentada e uma HbF normal ou aumentada. Apresentam uma anemia moderada, 
hipocrómica e microcítica, com valores de HGM inferior a 27 pg e VGM inferior a 80fl. 
O rácio de cadeias α/β situa-se entre os 1,5 e os 2 (normal:0,9-1,1) [26]. 
Estão descritas algumas β-talassémias minor, que apresentam valores normais de 
HbA2 e de HbF, denominadas por “β-talassémias silenciosas”. São caracterizadas por 
um ligeiro desequilíbrio da síntese das cadeias β [27]. 
 
A β-talassémia intermédia engloba um vasto espectro de fenótipos não 
dependentes de transfusões. Apresentam valores de Hb moderadamente baixos ou no 
limite inferior da normalidade (6-10 g/dL) e os principais sintomas são a anemia, a 
icterícia e a esplenomegalia. Distinguem-se das β-talassémia major por não serem 
dependentes de transfusões. 
 
A β-talassémia major é a forma mais grave da doença e é quase exclusivamente 
sintetizada HbF. A HbA2 está presente em quantidades muito variáveis. 
Clinicamente manifesta-se por volta do 6º mês de vida. Os sintomas caracterizam-se por 
uma anemia severa, hipocromia e microcitose com anisocitose extrema. A anemia 
produz uma situação de stress na medula óssea, com síntese de HbF em quantidades 
insuficientes para prevenir a anemia.  
Necessitam de transfusões para manter os níveis de Hb aceitáveis, assim como, para 
diminuir a eritropoiese anormal provocada pelo excesso de cadeias α. Sem transfusões 
ocorre a morte prematura entre os 3 e os 4 anos de idade com aumento do tamanho do 
fígado e do baço, trombocitopenia e leucopenia. 
 
As β-talassémias podem ainda ser classificadas de acordo com o tipo de 
mutações no gene β-globínico. Nas β+ há uma diminuição da síntese das cadeias β-
globínicas (β+) enquanto nas β0 há ausência total de síntese. 
A mais prevalente na zona centro de Portugal é a mutação β+ IVSI-6 (T-C), β0 









2.1.2. Classificação das α-talassémias 
 
Cada indivíduo normal tem 2 genes α funcionais (α1 e α2) em cada cromossoma 
16, resultando num genótipo (αα/αα). Na α-talassémia há inactivação de um ou mais 
genes das cadeias α-globínicas. Esta redução faz diminuir a percentagem de HbA, assim 
como a de HbA2 e de HbF, embora não em quantidades significativas. 
 
De acordo com o número de delecções que envolvem os genes α-globínicos, as 
α-talassémias podem ser classificadas em quatro formas diferentes: α+, α0, Doença da 
Hb H e Hb Bart. 
As clinicamente menos significativas são as α+ e α0, também designadas por formas 
assintomáticas, porque envolvem uma delecção ou mutação talassémica de 1 ou de 2 
genes globínicos, resultando respectivamente num genótipo (-α/αα) e (--/αα). 
As formas mais graves são a doença da Hb H e a Hb Bart. A delecção de 3 e de 4 genes 
α, leva à formação de um tetramero β (β4) e γ (γ4). 
 
 
2.1.3. Formas assintomáticas (α+) 
 
Os indivíduos com 3 genes α normais, são portadores assintomáticos com 
valores normais de hemoglobina, mas apresentam microcitose e hipocromia nos limites 
inferiores da normalidade. Apresentam um rácio de síntese de cadeias α/β in vitro que 
se situa entre os 0,8-0,9 (normal: 0,9-1,1) [29]. 
Durante o período neonatal apresentam quantidades reduzidas de HbBart (γ) entre os 1 e 
os 2%.[30] 
 
Em Portugal, as delecções mais comuns associadas com o fenotipo α+-tal são as 
delecções –α3.7 e a -α4.2 em que o cromossoma fica só com um gene hibrido α2α1 e o 








Os produtos –α3.7 podem ser divididos em elementos não homologos do tipo I, II, 
III, pela localização exacta da recombinação na caixa Z. Recombinações não homologas 
entre as caixas X também originam um alelo com só com um gene α (-α4.2, delecção à 
esquerda) e outro com três genes α (ααα anti-4.2) [32] (Figura 4). 
Eventos posteriores de recombinação entre os cromossomas resultantes (α,αα,ααα) dão 
origem a genes α quadruplicados (αααα anti 3.7), (ααααanti 4.2) ou a outros arranjos mais 
raros [33]. 
 
Figura 4. Representação dos crossingovers que dão origem às duas formas mais comuns de α+-talassémia. 







A figura 5 mostra a representação esquemática do cluster α-globínico, assim 













Figura 5. Representação esquemática do cluster de genes α-globínicos e das mutações α+ mais comuns. 
Os genes estão indicados como caixas negras e os pseudogenes como caixas brancas. As delecções que 
afectam um dos genes α estão indicadas nas barras negras. As porções brancas das barras indicam que os 
breakpoints exactos não são conhecidos. Adaptado de Harteveld et al (2003) [37]). 
 
A delecção -α3.5 remove completamente o gene α1 e as suas regiões flanqueadoras [34]; 
a delecção -α5.3 tem o breakpoint 5’ localizado 822 pb a montante do Cap site do gene 
ψα1 e o breakpoint 3’ no IVS-I do gene α2 [35]; uma delecção rara, removendo o gene 
α1 (-α2.7), foi descrita num doente chinês com doença da HbH [36]. A delecção -α7.9 é a 
segunda delecção α+-talassémica na qual o breakpoint 5´ se localiza na região 
intergénica entre os genes ψα2- e ψα1-globínicos. Esta delecção sugere um evento de 
recombinação não homólogo e foi detectada em duas famílias Indianas não relacionadas 
[37]. 
 
2.1.4. Formas assintomáticas (α0) 
 
A αº-tal resulta de mutações ou delecções dos dois genes α-globínicos no 
mesmo cromossoma [38] produzindo um genótipo (--/αα). Os portadores apresentam 
uma anemia ligeira, com microcitose (VGM 70-80 fL) e uma hipocromia (HGM 20-
25pg) significativas com uma diminuição do rácio de síntese de cadeias α/β in vitro 
para 0,5-0,7 (normal 0,9-1,1) [39]. 
No período neonatal apresentam quantidades significativas de HbBart (3-8%) que 
desaparece por volta do 6 mês de vida [38]. 





Os homozigóticos para esta condição, apresentam hipdropsia fetal da Hb Bart 
(γ4), originando morte fetal [40], contudo quando em heterozigotia apresentam um 
desenvolvimento normal. 
As delecções mais comuns são a (--SEA) no Sudoeste Asiático e no Mediterrâneo as 
delecções (--MED) e -α 20.5. A delecção (--SEA) abrange aproximadamente uma região de 
20 kb e remove os genes globínicos ψα2-, ψα1-, α2-, α1-, e θ1 [41]. O breakpoint 5’ para 
a delecção (--MED) está localizado a 5’ do ψζ1, e o breakpoint 3’ imediatamente a 5’ do 
θ1.[42]  
A delecção -(α)20.5 remove uma região de 20.5 Kb, que se estende da zona 5’ do ψζ1 até 




Figura 6. Delecções que causam αº-talassemia. No cluster α-globínico os genes estão representados em 
caixas a negro e os pseudogenes em caixas brancas. A extensão das delecções é mostrada em barras 
sólidas, com as regiões de breakpoints mal definidos em caixas abertas. 




2.1.5. Formas Graves de α-Talassémia (Doença da HbH e HbBart) 
 
Na Hb Bart há uma delecção de 4 genes α (--/--) que leva à formação de um 
tetrâmero γ (γ4). É uma forma incompatível com a vida [44] [45] em que a Hb 
predominante é a HbBart (γ) com cerca de 97%, sendo a restante Hb constituída por 
Hbs embrionárias. O feto morre prematuramente ou nas primeiras horas após um 
nascimento prematuro com edemas generalizados, ascites, hepatoesplenomegalia, baço 
aumentado e anemia severa [46].  
O esfregaço sanguíneo periférico apresenta eritroblastose severa, anisocitose, 
macrócitos grandes e hipocromicos e policromasia. 
Os valores hematológicos apresentam uma HGM muito baixo e um VGM entre os 90 e 




A doença da HbH corresponde a uma delecção de 3 genes α, produzindo um 
genótipo (--/-α), e apresenta manifestações clínicas associado a uma anemia hemolítica 
moderada com um desenvolvimento e uma esperança de vida normal. É muito frequente 
nos países Asiáticos e não requer transfusões regulares de sangue [47]. A ausência dos 3 
genes α leva à formação de um tetrâmero β (β4).  
Apresentam valores de Hb entre os 2,6 e os 13,3 g/dL (VR:12,5-18 g/dL) [5], 
reticulocitose moderada, hipocromia entre os 60-65 pg (VR: 78-90 pg) e microcitose 
severa entre os 17-21fl (VR:27-32). O rácio das cadeias α/β é de 0,3 e os 0,5 [48] 
(VR:0,9-1,1). 
  
O nível de Hb Bart ao nascimento varia entre os 15 e os 30%, substituído 
durante o desenvolvimento humano pela HbH (0.8-40%). Os pacientes chegam à vida 
adulta sem precisarem de transfusões. 
A anemia normalmente torna-se mais severa durante a gravidez, infecções e após a 
ingestão de fármacos oxidantes que aumentam a oxidação e precipitação da HbH [49]. 
 
Podem ser encontrados glóbulos vermelhos com corpos de inclusão de Hb H, 
que se detectam após incubação com azul de cresil brilhante [50] (Figura 7).  
 












Os tetrâmeros β ao contrário dos tetrâmeros γ são mais instáveis precipitando na 
membrana do glóbulo vermelho alterando-a formando corpos de inclusão. Estes dois 




2.2. Variantes de Hemoglobina 
 
As variantes de Hb resultam de mutações pontuais nos genes nas regiões 
codificantes dos genes globínicos que levam a uma substituição de um aminoácido. O 
fenótipo depende do tipo de mutação e da sua localização na cadeia globínica afectada.  
Podem ser classificadas em 4 tipos: variantes não talassémicas, variantes talassémicas, 
variantes com alta afinidade para o O2 e variantes de Hb instavéis. 
 
 
2.2.1. Variantes não talassémicas 
 
A forma mais comum em Portugal é a HbS (β6 Glu-Val) [28]. Consiste numa 
substituição do aminoácido glutamina na posição 6 da cadeia β por uma valina 
(GAG→GTG). A alteração do aminoácido leva a ligeira alteração no tetrâmero de Hb 
(α2,βS2) com alteração da solubilidade da Hb formada (Hb S) [51]. Em heterozigotia 
estes indivíduos são assintomáticos e apresentam HGM e VGM normais enquanto em 
homozigotia (Depranocitose) são caracterizados por anemia hemolítica crónica [29]. 
Existem também outros casos descritos com elevada prevalência em Portugal 
como a HbC (β6 Glu-Lis) Hb Cocody (β21 Asp→Asn) e a Hb D-Punjab (β121 Glu→Gln) 
[28]. 
 
2.2.2. Variantes Talassémicas 
 
As variantes talassémicas caracterizam-se por mutações nas cadeias globínicas 
que originam uma variante de hemoglobina com um fenótipo talassémico. São 
caracterizadas por uma anemia hipocrómica e microcítica mas com valores normais de 
HbA2 e uma HbF normal ou aumentada. As mais frequentes são a Hb E (β26 Glu-Lis), 
Hb Lepore (δβ-talassémia), Hb Constant Spring (α2 TAA→CAA) e a Hb Plasencia 
(α2125 Leu-Arg). 
 
A Hb Lepore é uma δβ-talassémia [52]. Deve-se essencialmente a uma mutação 
na transição da expressão dos genes δ para β que origina uma recombinação anormal 




Em heterozigotia apresentam parâmetros hematológicos similares à β-talassémia minor, 
mas com uma HbA2 normal e uma HbF aumentada (2 a 5%) e 10 a 20% de Hb Lepore. 
Em homozigotia apenas apresentam HbF e Hb Lepore (25-30%) e com um fenótipo 
semelhante à β-talassémia intermédia [53] [54]. 
 
Em Portugal, a variante de Hb mais frequente relacionada com as cadeias α é a 
Hb Plasencia (α2125 Leu-Arg) [28] [55] caracterizada por uma microcitose e uma 
hipocromia moderadas. Esta mutação deve-se a uma substituição de um nucleotídeo no 
codão 125 do gene α2 que codifica uma arginina em vez de uma leucina. 
 
A Hb Constant Spring (α2TAA→CAA) é muito prevalente na população Asiática e 
corresponde a mutação não deleccional dos genes globínicos α [56]. É codificada no 
gene α2 e resulta de uma mutação pontual que leva a alteração do codão de terminação. 
Esta mutação altera o codão Stop TAA na posição 142 em CAA que codifica uma 
glutamina e origina um alongamento da cadeia α em 31 aminoácidos. Esta hemoglobina 
precipita na membrana do glóbulo vermelho. Este efeito tóxico causa uma anemia 
hemolítica e uma eritropoiese ineficaz. 
 
 
2.2.3. Variantes de Hb com alta afinidade para o O2  
 
Algumas variantes de Hb estão associadas com um aumento da afinidade para o 
O2 e clínicamente resultam numa hipoxia e numa eritropiese ineficaz. Estas mutações 
devem-se a mutações nas regiões cruciais para a estabilidade e função da Hb e estão 
associadas a um aumento do número de glóbulos vermelhos. 
Em Portugal estão descritas duas hemoglobinopatias relacionadas com um aumento da 
afinidade do O2, designadas por Hb Coimbra (β99 Asp-Glu) [57] e a Hb Vila Real (β36 
Pro-His) [58]. 
A Hb Coimbra resulta numa substituição no codão 99 do gene β globínico 
(GAT→GAA) resultando numa substituição de um ácido aspartico por uma glutamina.  
A Hb Vila Real corresponde a uma mutação na segunda posição do codão 36 do gene 
globínico β resultando numa troca de uma citosina por uma timina (CCT→CAT) que 





2.2.4. Hemoglobinas Instáveis 
 
Devem-se a substituições de aminoácidos nas regiões sensíveis da molécula da 
Hb, fundamentais para a sua estabilidade e viabilidade fisiológica. 
As Hb instáveis desnaturam e precipitam dentro do glóbulo vermelho sendo 
destruídas prematuramente pelo sistema reticulo-endotelial diminuindo a sua semi-vida 
e originando um quadro clínico de anemia hemolítica crónica. A severidade fenotípica 
depende do grau de instabilidade da Hb mas raramente dependem de transfusões. 
Em Portugal a mais frequente é a Hb Koln (β98 Val→Met) [28] que resulta de 
uma substituição do aminoácido valina por uma metionina na posição 98 das cadeias β. 
Caracteriza-se por apresentar uma HGM baixa e um VGM normal. 
Em Portugal estão descritas, entre outras, 2 Hb Instáveis, a Hb Génova (β28 
Leu→Pro) e a Hb Sabine (β91 Leu→Pro) [28]. 
 
 
3. Aconselhamento Genético 
 
As formas graves de α-talassémia, Doença da Hb H e Hb Barts, são herdadas de 
um modo autossómico recessivo. Em Países com alta prevalência de α-talassémia é 
importante oferecer um aconselhamento genético aos portadores de modo a estarem 
conscientes dos riscos de uma concepção. 
Qualquer indivíduo que apresente um VGM e HGM baixos na ausência de 
anemia sideropénica deve ser considerado como portador de talassémia. 
Em Portugal, o rastreio é realizado por HPLC de troca iónica de uma forma 
sistemática e gratuita no Departamento de Hematologia do Centro Hospitalar de 
Coimbra, em amostras colhidas em capilares. 
Este método, identifica as variantes de hemoglobina mais importantes e quantifica as 
HbA2 e HbF. É particularmente indicado para o rastreio a nível nacional de portadores 
de hemoglobinopatias, pois a colheita de amostras é fácil e o transporte por correio até 
ao laboratório mantém os resultados fiáveis [59]. 
No rastreio das hemoglobinopatias para se ter a certeza de um diagnóstico, deve-
se ter como base os valores hematológicos (Hb, VGM, HGM) e ter em atenção que 
algumas variantes de Hb são electroforeticamente silenciosas. Nestes casos, se a 




4. Objectivo do trabalho 
 
O objectivo deste trabalho é estudar as causas de hipocromia e microcitose num 
grupo de amostras de indivíduos assintomáticos, após exclusão de anemia sideropénica 
por doseamento da ferritina. 
O conhecimento das bases moleculares das amostras hipocrómicas e 
microciticas e a sua prevalência na população, apresenta grandes vantagens em termos 
de saúde pública, como meio para planificar estratégias para a diminuição do número de 
recém-nascidos afectados com formas graves, através de consultas de aconselhamento 

































Foram investigadas 50 amostras de dadores de sangue da região centro de 
Portugal (27 do sexo masculino e 23 do sexo feminino), com idades compreendidas 
entre os 18 e os 60 anos, considerados clinicamente aptos para a dádiva de sangue, 
segundo o procedimento interno do Centro Regional de Sangue de Coimbra.  
Apresentavam valores de Hb, VGM e de HGM abaixo dos valores de referência, 
e foi excluída anemia sideropenica através do doseamento da ferritina. 
Essas amostras foram posteriormente estudadas no Laboratório de Anemias 
Congénitas e Hematologia Molecular do Serviço de Hematologia do Centro Hospitalar 
de Coimbra (CHC), onde foi realizado o estudo de hemoglobinas e o estudo molecular 
dos genes das cadeias globínicas α e β. 
 
 
1.1. Colheitas de sangue e parâmetros determinados 
 
As amostras de sangue foram colhidas em tubos de EDTAk3 durante as brigadas 
móveis realizadas na região centro de Portugal, e enviadas para o Centro Regional de 
Sangue de Coimbra, de acordo com os critérios de recepção e acondicionamento de 
amostras estabelecido pela instituição. 
Os parâmetros hematológicos foram obtidos através de um contador automático 
de células (CELL-DYN Sapphire®). 
As amostras foram guardadas a 2-8ºC até ao seu processamento e envio para o 











2. Estudo de Hemoglobinas 
 
Todas as amostras formam processadas por HPLC de troca iónica para 
doseamento da Hb A, HbA2 e HbF, e identificação e quantificação de variantes. 
A investigação molecular foi efectuada, após extração de DNA, por técnicas de 
PCR (Polymerase Chain Reaction), seguidas de GAP-PCR multiplex, sequenciação dos 
genes globínicos α1 e α2 e SSCP de parte do gene globínico β. 
 
2.1. HPLC de troca iónica 
 
Para determinar a percentagem de Hb A2 e de Hb F presente em cada amostra, 
foi utilizado o equipamento HPLC-Variant II da Biorad Laboratories® usando o 
programa β-thal Short Program – Biorad®. É um sistema fechado de HPLC, totalmente 
automático, utilizado na quantificação das HbA2 e HbF e determinação qualitativa e 
quantitativa de variantes de hemoglobina. 
As amostras são diluídas na Variant II Sampling Station e injectadas na coluna 
analítica. As bombas duplas da Variant II Cromatrographic Station proporcionam à 
coluna um gradiente de tampão de crescente força iónica. Na coluna, as diferentes Hbs 
são separadas com base nas respectivas interacções iónicas com o material da coluna. 
As Hbs separadas, passam então pela célula de fluxo do fotómetro de filtros, onde se 
medem as alterações de absorvância a 415nm. Um filtro adicional de 690nm corrige a 
absorvância de fundo. 
 
 
Figura 8. HPLC-Variant II da Biorad Laboratories®. Utilizado na quantificação das HbA2 e HbF e 





3. Estudos Moleculares 
 
3.1. Extracção de DNA 
 
Na extracção de DNA utilizam-se substâncias desproteinizantes, que têm como 
finalidade desnaturar e retirar as proteínas acopladas à molécula de DNA. 
A extracção de DNA foi efectuada a partir de sangue total, após lise das 
membranas celulares pela enzima Proteínase K, utilizando um sistema de membranas de 
silica que absorvem o DNA, permitindo assim isolar os ácidos nucleicos dos restantes 
componentes citoplasmáticos e/ou nucleares intracelulares. As concentrações salinas 
utilizadas durante todo o processo e o respectivo pH asseguram que as proteínas e os 
outros contaminantes não fiquem retidos na membrana. A lavagem destas membranas é 
essencial, uma vez que a sua eficiência contribui para a pureza do DNA obtido.  
O DNA é extraído da fracção leucocitária, pois são os únicos componentes 





Foi utilizado o Kit GE Healthcare® para a extracção de DNA segundo este protocolo: 
 
1. Adicionar 20µl de Proteínase K para um eppendorf de 1,5ml. 
2. Adicionar 200µl de sangue total e 400µl de Solução de Lise. 
3. Misturar no vortex. 
4. Incubar durante 10 minutos à temperatura ambiente. 
5. Efectuar uma centrifugação rápida. 
6. Transferir a amostra para uma coluna com um tubo colector. 
7. Centrifugar durante 1 minuto a 11000x g. 
8. Dispensar o eluado. 
9. Adicionar 500µl de Solução de Lise. 
10. Centrifugar durante 1 minuto a 11000x g. 
11. Dispensar o eluado. 




13. Centrifugar durante 3 minutos a 11000x g.  
14. Dispensar o eluado. 
15. Mudar o tubo colector. 
16. Adicionar 200µl de Elution Buffer pré-aquecido a 70ºC. 
17. Incubar durante 1 minuto à temperatura ambiente. 
18. Centrifugar durante 1 minuto a 11000x g. 
19. Guardar o eluado a 2-8ºC. 
 
 
3.2.  Amplificação de DNA pelo método PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
Esta técnica tem como principal objectivo a obtenção de múltiplas cópias de um 
fragmento específico de DNA. O PCR permite-nos obter quantidade do fragmento de 
DNA que queremos estudar por técnicas como o SSCP, a sequenciação, GAP-PCR 
multiplex ou digestão com enzimas de restrição. 
 
 
3.3. Electroforese em gel de agarose 
 
A visualização dos produtos de PCR é feita por electroforese em gel de agarose. 
O gel de agarose prepara-se dissolvendo, com aquecimento, uma suspensão de agarose 
numa solução tampão de TBE 0.5x (Tris 1,78M; EDTA 0,04M; Ácido Bórico 1,77M) 
com adição de brometo de etídio e deixando solidificar num molde apropriado onde se 
coloca previamente um pente. Obtém-se um gel contendo uma fileira de poços numa 
das extremidades, onde posteriormente serão colocadas as amostras a analisar. As 
amostras dos produtos de PCR são colocadas nos poços do gel com um corante e após a 
aplicação de um campo eléctrico, vão migrar para o pólo positivo (ânodo), uma vez que 










3.4. GAP-PCR multiplex 
 
Esta técnica baseia-se no procedimento descrito por Tan et al (2001) [60]. 
Através de uma única reacção de PCR pesquisam-se as duas delecções α+ comuns em 
Portugal (-α3.7 e -α4.2). Os primers descritos são das zonas flanqueadoras e o tamanho 
de cada fragmento é diferente para cada delecção.  
 
A representação esquemática da estratégia adoptada para a análise da reacção 
GAP-PCR multiplex encontra-se representada na figura 9.  
 
Figura 9. Representação esquemática do cluster de genes α-globínicos, com a indicação das extensões das 
2 delecções estudadas e a posição relativa dos primers utilizados para a reacção GAP-PCR multiplex. 




Os tamanhos esperados dos fragmentos amplificados para cada delecção estão 
descritos na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Resumo da sequência dos primers utilizados para a pesquisa das mutações -α3.7 e -α4.2 pela 
técnica GAP-PCR multiplex. 




Tamanho do fragmento 
(pb) 
α2/3.7-F CCC CTC GCC AAG TCC ACC C 0,2 Fragmento junção -α3.7 
(2022/2029) 
α2/3.7-F CCC CTC GCC AAG TCC ACC C 0,2 
α2-R AGA CCA GGA AGG GCC GGT G 0,2 
Gene α2 (1800) 
4.2-F GGT TTA CCC ATG TGG TGC CTC 0,5 
4.2-R CCC GTT GGA TCT TCT CAT TTC CC 0,5 









A. Reacção de amplificação de DNA 
 
Para um volume final de 25 µL, adicionar os seguintes componentes para tubos 
de PCR de 0,2 mL: 
 
Tabela 2. Composição da reacção de amplificação PCR para o GAP-PCR multiplex. 
 Quantidade (µL) Concentração 
H2Od 11.75  - 
dNTP´s 3 200 mM 
Q- Solution (Qiagen®) 5 1x 
Tampão (Qiagen®) 2.5 1.5 mM 
HotStar Taq polymerase (Qiagen®) 0.2 2,5 U 
Primers 2 Tabela II.2 
DNA 0.5 - 
 
 
Foi utilizado o seguinte programa no termociclador Biometra® conforme 
descrito na Tabela 3: 
 
    Tabela 3. Resumo do programa utilizado no termociclador para a técnica GAP-PCR multiplex. 
Temperatura Tempo  Número ciclos 
96ºC 15 min 1 
96ºC 45 seg 
60ºC 90 seg 
72ºC 135 seg 
 
35 
72ºC 5 min 1 
 
 
Para visualizar a amplificação, realizou-se uma electroforese das amostras (5µL 
produto PCR) num gel de agarose (Neurobio Agarose Standard®) de 1,5% com tampão 








3.5  Single  Stranded Conformational Polymorphysm (SSCP) 
 
A detecção de mutações por análise de polimorfismos conformacionais de DNA 
baseia-se nas diferentes conformações que segmentos de DNA de cadeia simples 
(ssDNA), resultantes da desnaturação de produtos de PCR adquirem pela substituição 
de uma ou mais bases. As diferenças de conformação podem ser detectadas por 
alteração da migração desses segmentos de DNA quando sujeitos a electroforese em gel 
de poliacrilamida. O resultado é visualizado por coloração com nitrato de prata. A 
sensibilidade e simplicidade do método faz com que seja usado para análise de um 
grande número de amostras e para a detecção de polimorfismos conhecidos, por 




A. Reacção de amplificação do exão 1 do gene β globínico 
 
Para um volume final de 50 µL, adicionar os seguintes componentes para tubos 
de PCR de 0,2 mL conforme descrito na Tabela 4: 
 
Tabela 4. Resumo da composição da reacção de amplificação PCR do exão 1 do gene β-globínico. 
 Quantidade (µL) Concentração 
H2O 42 - 
dNTP´s 1 10 mM 
Buffer (Qiagen®) 5  
HotStar Taq polymerase (Qiagen®) 0.2 2,5 U 
Primers 2 0,2µM 
DNA 2 - 
 
Os primers utilizados para a amplificação do 1 exão do gene β estão descritos na 
Tabela 5: 
 
Tabela 5. Resumo da sequência dos primers utilizados para a amplificação do exão 1 do gene β. 
Primer Sequência oligonucleotídica (5´→3’) 
16D ACC TCA CCC TGT GGA GCC ACA 





Foi utilizado o seguinte programa no termociclador Biometra®: 
 
Tabela 6. Resumo do programa utilizado no termociclador para a amplificação do exão 1 do gene β-
globínico. 
Temperatura Tempo Número ciclos 
95ºC 5 min 1 
94ºC 45 seg 
54ºC 1 min 
72ºC 1 min 
 
30 
72ºC 10 min 1 
 
Para testar a amplificação, realizou-se uma electroforese das amostras (adição de 
8µL) num gel de agarose de 1,0% com tampão TEB 0.5x a 115v durante 15 minutos. 
 
B. Preparação de gel de separação 
 
1. Pipetar para um tubo de 15 mL os seguintes reagentes: 
 
Tabela 7. Composição do gel de separação para a técnica SSCP. 
Composição Quantidades (mL) 
Água destilada 5.5  
TBE 10X 0.5  
 Acrilamida 40% (Quantum Appligene®) 3  
Glicerina (Gibco Brl, Life Technology®) 1.140 
 
2. Misturar e guardar 1,5 ml desta mistura para a preparação do gel de 
empacamento (Solução A). 
3. Adicionar a solução polimerizante à mistura: 
 
Tabela 8. Composição da solução polimerizante para a técnica SSCP. 
Composição Quantidade (µL) 
Persulfato de amónio 25% 16 
TEMED (Sigma®) 10  
 
4. Pipetar para cada conjunto de vidros de electroforese vertical já montado. 





C. Preparação de gel de empacamento 
 
1. Adicionar à solução anterior previamente guardada as seguintes soluções 
polimerizantes: 
 
Tabela 9. Preparação do gel de empacamento para a técnica SSCP. 
Composição Quantidade 
Solução anterior (A) 1.5 mL 
Persulfato de amónio 10%  8µL 
TEMED (Sigma®) 5 µL 
 
 
2. Antes de pipetar o gel de empacamento deve retirar a água que cobre o gel 
de separação. 
3. Pipetar o gel de empacamento por cima do gel de separação. 
4. Colocar os pentes e deixar polimerizar. 
 
 
D. Preparação das amostras 
 
1. 4 µL de produto de PCR e 4 µL da solução comercial Stop Solution. 
2. Desnaturar 5 minutos a 90ºC no termociclador Biometra®. 






1. Aplicar 8 µL da amostra previamente preparada 
2.  Deixar correr a electroforese durante 16 horas a 80v. 







F. Preparação da Coloração de Nitrato de Prata 
 
1. Colocar o gel em 100 ml de ácido acético 10%. 
2. Incubar à temperatura ambiente durante 20 minutos com agitação. 
3. Lavar com água destilada 3x durante 2 minutos. 
4. Adicionar 100 mL de reagente de prata. 
 
Tabela 10. Preparação do nitato de prata para a técnica SSCP. 
Reagente Quantidade 
Nitrato de Prata 1% (Duchef®) 1g 
Água destilada 100 mL 
Formaldeído 37% 150 µL 
 
5. Incubar à temperatura ambiente com agitação durante 30 minutos. 
6. Rejeitar o nitrato de prata. 
7. Lavar 2x durante 30 segundos com água destilada. 
8. Juntar 100 mL de reagente de sódio (Tabela 11) e agitar até visualizar as 
bandas. 
 
Tabela 11. Preparação do reagente de sódio para a técnica SSCP. 
Reagente Quantidade (µL) Concentração 
Carbonato de Sódio (Merck®) 200 0,05 M 
Formaldeído 300 µL 37% 
Tiossulfato de Sódio  40 10 mg/mL 
 
9. Rejeitar o reagente de prata e juntar 100 mL de reagente de sódio. 
10. Adicionar 100 mL de ácido acético a 10% quando as bandas forem bem 
visiveis. 










3.6 Sequenciação dos genes α1 e α2 
 
Os genes globínicos α1 e α2 foram amplificados utilizando o mesmo primer 
directo para os dois genes e primers reversos específicos para cada gene de acordo com 
a Tabela 12.  A posição relativa de cada primer está descrita na Figura 10. 
 
Figura 10. Representação esquemática das posições relativas dos primers utilizados para a sequenciação 














Tabela 12. Resumo da sequência de primers utilizados para a sequenciação dos genes globínicos α1 e α2. 
 
Primer Sequência oligonucleotídica (5´→3’) 
5’ comum α GGG GTG CAC GAG CCG ACA GC 
3’ α2 CTC TCA GGA CAG GGG ATG GTT CAG 
3’ α1 AAC CTG CAT TGA ATC TGA AAA GTC 
3’α-2A TTA TTC AAA GAC CAG GAA GGG CCG 
3’ α-1B CGC CCA CTC AGA CTT TAT TCA AAG 
EX I α TCC CCA CAG ACT CAG AGA GAA C 
EX II α ATG TTC CTG TCC TTC CCC AC 
EX III α AGT TCC TGG CTT CTG TGA GC 
RT-EX I α GTG GGT TCT CTC TGA GTC TGT 









A. Reacção de amplificação de DNA 
 
Para um volume final de 25 µL, adicionar os seguintes componentes para tubos 
de PCR de 0,2 µL: 
 
Tabela 13. Resumo da composição da reacção de amplificação dos genes globínicos α1 e α2. 
 
 Quantidade (µL) Concentração 
H2Od 28.4 - 
d´NTP 0,8 10 mM 
Q- Solution (Qiagen®) 10 5x 
Buffer (Qiagen®) 5 10x 
HotStar taq platinum (Invitrogen®) 0,2 2,5 U 
Primers 2 2µL 
DNA 2 - 
 
 
Foi utilizado o seguinte programa no termociclador biometra®: 
 
Tabela 14. Resumo do programa utilizado no termociclador para a amplificação dos genes 
globínicos α2 e α1. 
 
Temperatura Tempo Número ciclos 
95ºC 3 min 1 
95ºC 1 min 
65ºC 1 min 
72ºC 135 seg 
 
35 
72ºC 5 min 1 
 
 
Para testar a amplificação de cada fragmento, realizou-se uma electroforese das 
amostras (aplicação de 5 µL do produto de PCR) num gel de agarose a 1 % em tampão 






B. Purificação das amostras 
 
1. Utilizar 1 µL de exosap (USB®) e 4µL de produto de PCR  
2. Colocar no termociclador durante 15 minutos a 37ºC e mais 15 minutos a 
80ºC. 
 
C. Reacção de Sequenciação 
 
A preparação da amostra para a sequenciação automática, inicia-se pela reacção 
de sequenciação. Para tal, foi utilizado uma mistura comercial (Big Dye) à qual se 
adiciona o produto de PCR previamente purificado e um dos primers. Esta mistura 
comercial possui dNTPs e ddNTPs marcados com 4 fluorocromos diferentes, tampão e 
DNA polimerase. 
 
       Tabela 15.Composição da reacção de sequenciação dos genes α-globínicos. 
 
 Quantidade (µL) Concentração 
H2O 3 - 
Big Dye (Applied Biosystems®) 4 - 
Primer 1,6 2 µL 
Pcr purificado 8 - 
      
 
Foi utilizado o seguinte programa de PCR: 
 
 Tabela 16. Resumo do programa utilizado no termociclador para a reacção de sequenciação. 
Temperatura Tempo Número ciclos 
96ºC 3 min 1 
96ºC 10 seg 
50ºC 5 seg 












D. Reacção de Precipitação pelo Kit Qiagen® (Dye ExTM 2.0 spin kit) 
 
Esta reacção de purificação tem como finalidade a remoção do produto 
comercial Big Dye, tendo como fim enviar a amostra purificada para o sequenciador. 
 
1. Resuspender a resina na coluna por vortex ligeiro 
2. Aliviar a tampa e  partir a cápsula de baixo 
3. Centrífugar 3 minutos a 3000 rpm 
4. Marcar eppendorfs de 1,5mL 
5. Rejeitar os microtubos e colocar a colunas no eppendorf 
6. Aplicar todo produto de PCR 
7. Centrífugar 5 min a 3000 rpm 





3.7 Digestão do DNA genómico com enzimas de restrição 
 
As enzimas de restrição têm a capacidade de cortar e reconhecer sequências 
específicas de DNA de cadeia dupla. Essa capacidade leva à criação de fragmentos de 
DNA de diferentes tamanhos que podem ser visualizados por luz ultravioleta.  
Foram utilizadas 3 enzimas de restrição, a MspI (New England Biolabs®), DdeI 
(Promega Madison® Wi USA) e a AluI (Amersham Pharmacia®).  
 
A digestão de um fragmento do gene α2 com a enzima MspI foi utilizada para 
confirmar a presença da mutação no codão 125 (CTG→CGG) característica da Hb 
Plasencia. 
 A digestão com as enzimas DdeI e AluI foi utilizada para confirmar 
respectivamente as mutações IVSII-55 (T→G) e IVSII-142 (G→A) no segundo intrão 









A. Digestão com enzimas de restrição 
 
Em reacções separadas, foi digerido um fragmento préviamente amplificado do 
gene α2-globínico com as enzimas MspI (20U/ µL), DdeI (10U/ µL) e AluI (1U/µL) 
durante 16h a 37ºC. As reacções ocorreram numa concentração 5U/ µL num tampão 
apropriado para cada enzima e 15 µL de produto de PCR, perfazendo um volume total 
de 30 µL. 
Os fragmentos digeridos foram separados por electroforese em gel de agarose a 





























1. Quantificação da HbA2 e HbF e determinação qualitativa de variantes de 
Hb por HPLC de troca iónica 
 
Em todas as amostras estudadas foi feita a quantificação da HbA2 e HbF, assim 
como a determinação qualitativa e, quando presentes, quantitativa de variantes de Hb. 
 
Mediante o resultado da quantificação da HbA2 e da HbF, as amostras foram 
divididas em dois grupos: 
 
Grupo I – 11 amostras que apresentavam variantes de Hb ou valores de HbA2 e HbF 
superiores aos valores de referência (VR: HbA2<3.5%; Hb F <2%). 
 
 Grupo II – 39 amostras que apresentavam doseamento de HbA2 e HbF dentro dos 
valores de referência.  
 























I.1 F 23 13,0 72,1 23,2 4,0 2,1 AA2 β-tal  
I.2 M 19 14,2 66,8 21,3 4,2 0,3 AA2 β-tal  
I.3 F 39 13,5 61,9 20,3 5,2 0,6 AA2 β-tal  
I.4 M 18 12,2 61,0 19,0 5,3 0,5 AA2 β-tal  
I.5 M 19 13,6 75,0 25,0 3,9* 0,4 AS HbS  
I.6 F 33 12,4 69,0 23,0 3,9 0,7 AA2 β-tal  
I.7 M 18 14,6 66,0 21,0 ** 4,1 ALepore HbLepore  
I.8 M 49 15,5 69,0 22,0 ** 2,8 ALepore HbLepore  
I.9 F 52 13,3 70,7 22,2 4,4 0,3 AA2 β-tal  
I.10 F 26 14,3 74,1 23,4 4,1 0,7 AA2 β-tal  
I.11 M 23 13,3 64,0 21,0 5,6 1,4 AA2 β-tal  
          
 * - o valor de HbA2 nos portadores de HbS está aumentado. 




Foram encontradas 8 amostras com valores de HbA2 superiores aos valores de 
referência e sem variantes de Hb (Tabela 17), sendo portadores de β-talassémia (β-
talassémia minor). 
Foram ainda identificadas três portadores de variantes de hemoglobina (2 Hb 
Lepore e 1 HbS).  
 
As causas de hipocromia e de microcitose das amostras pertencentes ao Grupo I, 
foram justificadas pela presença de β-talassémia ou de Hb Lepore em 10 das 11 
amostras estudadas, pelo qual não foi necessário prosseguir o estudo. 
A presença de HbS na amostra I.5 não justifica a hipocromia e microcitose 
apresentada pelo que o estudo desta amostra prosseguiu para pesquisa de α-talassémia. 
 
2. Pesquisa das mutações mais comuns por GAP-PCR multiplex 
 
Todas as amostras pertencentes ao Grupo II e a amostra I.5 do Grupo I, foram 
testadas para as mutações α-talassemia mais comuns por GAP-PCR multiplex [60]. 
 
13 amostras apresentaram as delecções -α3.7 e -α4.2 sendo 10 de heterozigóticos 
para -α3.7 (-α3.7/αα), 2 de heterozigóticos -α4,2 (-α4,2/αα) e uma de heterozigótico 
composto -α3.7 e -α4.2 (-α3.7/-α4.2) ( Tabela 18).  
 
 
Figura 11. Resultados do GAP-PCR multiplex em gel de agarose a 1,5%. 1. delecção 3.7 Kb em 
heterozigotia (-α3.7/αα). 2. delecção de 4.2 Kb em heterozigotia (-α4.2/αα). 3 normal (αα/αα). 4 delecção 
3.7 Kb em heterozigotia (-α3.7/αα). 5. normal (αα/αα). 6. heterozigotia composta para as delecções de 3.7 















Tabela 18. Parâmetros hematológicos e resultados das 12 amostras pertencentes ao Grupo II que 






















II.1 M 38 14,0 80,0 27,0 2,4 0,3 AA2 -α4.2/αα 
II.2 F 26 12,6 79,0 27,0 2,3 0,1 AA2 -α3.7/αα 
II.3 M 27 14,5 80,2 26,0 3,2 0,2 AA2 -α3.7/αα 
II.4 F 57 13,5 81,1 26,0 2,8 0,1 AA2 -α3.7/αα 
II.5 F 40 14,6 78,0 25,0 2,5 0,2 AA2 -α3.7/αα 
II.6 F 24 14,6 75,0 25,0 2,4 0,5 AA2 -α3.7/αα 
II.7 M 28 15,2 77,0 24,0 2,4 0,1 AA2 -α3.7/αα 
II.8 F 35 13,6 67,9 23,0 2,5 0,4 AA2 -α3.7/-α4.2 
II.9 F 23 12,5 72,0 23,0 2,9 0,2 AA2 -α3.7/αα 
II.10 M 37 13,8 77,0 24,1 3,1 0,2 AA2 -α3.7/αα 
II.11 F 47 13,2 77,0 24,3 3,1 0,3 AA2 -α4.2/αα 
II.12 F 30 13,1 78,0 25,1 3,1 0,5 AA2 -α3.7/αα 
 
A amostra número I.5 do Grupo I para além de uma HbS evidenciou uma 
heterozigotia –α3.7 quando testada por GAP-PCR multiplex.  
 
As restantes amostras foram novamente divididas em dois grupos consoante os 
valores de HGM. 
 
Grupo III: 15 indivíduos que apresentavam valor de HGM> 25,5 pg. O estudo destas 
amostras não foi continuado. 
 
Grupo IV: 12 indivíduos com valor de HGM <25,5pg. O seu estudo prosseguiu de 









Tabela 19. Parâmetros hematológicos e resultado do perfil das hemoglobinas das amostras que pertencem 





















Tabela 20. Parâmetros hematológicos e resultado do perfil das hemoglobinas das amostras que pertencem 




















IV.1 F 34 13,8 78,0 25,1 2,7 0,3 AA2 
IV.2 M 40 14,6 79,4 25,4 2,5 0,1 AA2 
IV.3 M 22 15,0 74,0 23,0 2,7 0,2 AA2 
IV.4 M 26 15,3 78,0 25,0 2,8 0,4 AA2 
IV.5 M 51 14,5 75,0 24,0 2,7 0,1 AA2 
IV.6 M 44 13,7 78,8 25,1 2,6 0,2 AA2 
IV.7 F 19 13,1 73,0 24,0 2,9 0,2 AA2 
IV.8 F 29 12,2 69,0 21,0 2,6 0,2 AA2 
IV.9 M 57 11,8 70,0 22,0 2,9 0,3 AA2 
IV.10 M 18 14,3 77,0 25,0 2,7 0,2 AA2 
IV.11 F 43 12,5 77,0 25,0 2,8 0,1 AA2 




















III.1 F 47 14,1 79,0 26,6 2,5 0,3 AA2  
III.2 F 27 13,1 79,6 25,7 3,1 0,1 AA2  
III.3 M 18 16,4 77,3 27,4 2,8 0,2 AA2  
III.4 M 48 15,1 80,2 26,3 3,0 0,2 AA2  
III.5 M 37 14,4 80,0 27,0 3,2 0,4 AA2  
III.6 F 30 12,6 78,0 26,0 3,1 0,2 AA2  
III.7 M 29 16,1 80,0 26,0 3,1 0,1 AA2  
III.8 M 45 14,6 81,0 27,0 2,6 0,3 AA2  
III.9 M 60 15,6 81,0 26,0 2,8 0,3 AA2  
III.10 M 31 15,4 78,1 26,0 2,6 0,1 AA2  
III.11 F 22 14,7 79,0 26,0 2,9 0,5 AA2  
III.12 M 33 14,9 80,2 26,4 2,7 0,1 AA2  
III.13 M 26 16,3 81,0 26,0 2,7 0,2 AA2  
III.14 M 27 14,1 78,0 26,0 2,8 0,3 AA2  




3. Pesquisa de mutações mais comuns no gene β por SSCP 
 
Esta técnica foi utilizada principalmente para pesquisa da mutação pontual ( β+ 
IVSI-6 T→C), a mutação mais frequente na região centro de Portugal e que por vezes 
apresenta valores de HbA2 muito próximos do limite superior da normalidade. A 
metodologia usada, SSCP, permite também a pesquisa de outras mutações que possam 
ocorrer no mesmo fragmento, que engloba o exão 1 e regiões adjacentes do gene β-
globínico. 
 
A análise dos fragmentos por SSCP não detectou diferença de mobilidade 
compatível com a mutação β+ IVSI-6 T→C, nem foram detectados outros padrões de 
migração por comparação com um controlo normal para todas as amostras pertencentes 
ao grupo IV. 
 
Figura 12. Resultados do SSCP para a pesquisa da mutação mais comum do gene β (IVSI-6). 1. Controlo 






4. Digestão de produtos de PCR com enzimas de restrição 
 
Nos indivíduos pertencentes ao Grupo IV foi pesquisada a presença de Hb 
Plasencia (α2125 Leu-Arg). A pesquisa desta variante foi feita por digestão de um 
fragmento amplificado por PCR do gene α2 com a enzima de restrição MspI. 
 
 





Figura 13. Resultados da digestão do produto PCR com a enzima de restrição MspI 1. Portador de Hb 
Plasencia 2. Normal. 3. Normal. 4. Controlo Positivo 5. Controlo Negativo 6. Não digerido. pb. Tamanho 
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 Em 4 amostras foi detectado um padrão de migração compatível com a presença 
de um portador de Hb Plasencia, evidenciado pela co-existência dos fragmentos 204 e 
123 pb juntamente com os fragmentos 327, 231, 162-157, 100, 70, 48, 37-4 pb. 
 
 Os parâmetros hematológicos dessas amostras estão descritos na Tabela 21.  
 
 
Tabela 21. Parâmetros hematológicos das amostras pertencentes ao grupo IV portadores de Hb Plasencia. 
 













IV.3 M 22 15,0 74,0 23,0 2,7 0,2 Portador de Hb Plasencia 
IV.4 M 26 15,3 78,0 25,0 2,8 0,4 Portador de Hb Plasencia 
IV.5 M 51 14,5 75,0 24,0 2,7 0,1 Portador de Hb Plasencia 















5. Pesquisa das mutações pontuais nos genes α globínicos por sequenciação 
 
Nos indivíduos do Grupo IV em que não foram detectadas alterações pelas 
técnicas anteriores, procedeu-se à amplificação dos genes globínicos α1 e α2 para a 
pesquisa de mutações pontuais por sequenciação. 
Na amostra IV.1 detectou-se uma mutação pontual em heterozigotia, uma troca 
do nucleotideo glutamina por uma adenina, no primeiro nucleotídeo do segundo intrão 
(IVSII-1 G→A).  
 
Figura 14. Representação parcial da sequência do gene α2 da amostra IV.1. A. Controlo Normal B. 
Amostra com a mutação em heterozigotia (G-A). 
 
A amostra IV.2 evidenciou uma mutação pontual em heterozigotia, uma troca do 
nucleotideo timina por uma glutamina a 55 pb do início do segundo intrão (IVSII-55 
T→G).  
 
Figura 15. Representação parcial do gene α2 da amostra IV.2. A. Controlo Normal. B. Amostra com a 














A amostra IV.9 evidenciou uma mutação em heterozigotia situada no último 
nucleotídeo do segundo intrão (IVSII-142 G→A).  
 
Figura 16. Representação parcial da sequência do gene α2 da amostra IV.9. A. Controlo Normal B. 












A amostra IV.11 evidenciou uma mutação em heterozigotia situada a 42 pb 
depois do poliA. Representava uma troca de uma adenina por uma glutamina. 
 
Figura 17. Representação parcial do gene α2 da amostra IV.11. A. Controlo Normal B. Paciente com a 





Procedeu-se à confirmação das mutações IVSII-55 (T→G) e IVSII-142 (G→A) 











Para a confirmação da mutação IVSII-55 (T→G) foi utilizada a enzima de 
restrição DdeI. A co-existência dos fragmentos 327, 278, 222, 105, 104, 92, 76, 72, 45 e 













Figura 18. Resultados da digestão do produto PCR com a enzima de restrição DdeI 1. Marcador de peso 
molecular pBR 322/Hinf I. 2. IVSII-55. 3. Normal. 4. Normal 5.Não digerido. Pb. Tamanho dos 
fragmentos em pares de bases. 
 
Na confirnação da mutação IVSII-142 (G→A) utilizou-se a enzima de restrição 
AluI. A co-existência dos fragmentos 731, 195, 169, 130, 52 , 48 juntamente com a 




Figura 19. Resultados da digestão do produto PCR com a enzima de restrição AluI 1. Marcador de peso 
molecular PBR 322/Hinf I. 2. IVSII-142. 3. Normal. 4. Normal 5.Não digerido. Pb. Tamanho dos 
fragmentos em pares de bases. 
 
       1        2       3       4        5        pb 
















As mutações IVSII-1 (G→A) e poliA + 42pb (G→A) foram confirmadas por 
sequenciação com o primer reverso. Não poderam ser confirmadas por digestão com 
enzimas de restrição porque a mutação em causa não altera locais de corte para 
nenhuma das enzimas disponíveis. 
 
Nos resultados obtidos por sequenciação verificou-se a presença de 4 mutações 
pontuais, todas elas situadas na parte não transcrita do gene α2 (Tabela 22). 
 
Tabela 22. Parâmetros hematológicos dos indivíduos que apresentaram mutações pontuais no gene α2 por 
sequenciação.   
 
 













IV.1 F 34 13,8 78,0 25,1 2,7 0,3 IVSII-1 G→A 
IV.2 M 40 14,6 79,4 25,4 2,5 0,1 IVSII-55 T→G 
IV.10 M 57 11,8 70 22 2,9 0,3 IVSII-142 G→A 
IV.11 F 43 12,5 77 25 2,8 0,1 poliA +42  G→A 
 
Em 4 amostras do Grupo IV não foi encontrada nenhuma mutação pontual nos 
genes globínicos α1 e α2, nem no primeiro exão do gene globínico β que pudessem 
justificar os parâmetros hematológicos apresentados (Tabela 23). 
 
Tabela 23.  Parâmetros hematológicos dos 4 individuos em que não foram encontradas mutações 
 
ID Sexo Idade Hb (g/dl) VGM (fl) HGM (pg) HbA2 (%) HbF (%) 
IV.6 M 44 13,7 78,8 25 2,6 0,2 
IV.8 F 29 12,2 69 21 2,6 0,2 
IV.10 M 18 14,3 77 25 2,7 0,2 













As causas mais comuns de anemia hipocrómica e microcítica são a anemia 
sideropénica e as α- e β-talassémia. 
A anemia sideropénica é uma anemia por carência de ferro e o seu diagnóstico 
pode ser feito pelo doseamento da ferritina.  
Um doseamento aumentado de HbA2 faz o diagnóstico de β-talassémia, 
justificando os parâmetros de HGM e VGM diminuídos.  
Após exclusão de sideropénia e de β-talassémia, a causa mais frequente de 
anemia hipócrómica e microcitica é a α–talassémia. O diagnóstico de α-talassémia 
apenas pode ser feito por caracterização molecular; nalguns casos pode ser suspeitado 
pela presença de corpos de inclusão de Hb H. 
 
No presente trabalho estudámos um grupo de 50 amostras de dadores do Centro 
Regional de Sangue de Coimbra, que apresentavam anemia hipocrómica e microcitica 
com valores de ferritina normal. 
 
Numa primeira fase foi feito o estudo de hemoglobinas através da quantificação 
da HbA2 e HbF e pesquisa de variantes de Hb. Foram encontradas 8 portadores de β-
talassémia, 2 portadores de Hb Lepore (Hb híbrida δβ) e 1 portador de HbS (β6 Glu-
Val). 
 
Nas restantes amostras (39 amostras sem variantes de Hb e com valores de HbA2 
normal e 1 portador de HbS) foi pesquisada a presença das delecções associadas a α- 
talassemia mais frequentes na nossa população ( -α3.7 e -α4.2). Encontraram-se 10 
delecções  –α3.7 em heterozigotia, 2 delecções -α4.2 em heterozigotia e um heterozigótico 
composto -α3.7/-α4.2. 
A distribuição dos valores de HGM e o tipo de delecção α+ mais comum ocorreu 
de forma esperada. A delecção –α3.7 foi a mais frequente com a presença em 
heterozigotia em 10 amostras. Apenas foram encontradas delecções em 4 amostras com 
valores hematológicos de HGM>25,5pg (VR:27-32pg). 
Os 13 indivíduos portadores destas delecções (Tabela 18) apresentavam 
parâmetros hematológicos esperados para este tipo de mutações α-talassémicas em 




que apresentava os parâmetros hematológicos mais severos, HGM de 23 pg e VGM de 
67,9fl.  
 
As restantes 27 amostras foram separadas em dois grupos, de acordo com o 
valor de HGM. Nesta divisão foi considerado o valor limite de HGM 25,5pg com base 
no trabalho de Mestrado “Caracterização molecular do gene α-globínico em amostras 
hipocrómicas e microcíticas com HbA2 normal” realizado pela Dra. Helena Vazão. 
  Nesse trabalho em 34 indivíduos com valores normais de HbA2 e HbF e 
parâmetros hematológicos de HGM entre 25 - 27 pg  e VGM entre 69 - 78fl, apenas 
foram encontradas as delecções –α3.7 e  –α4.2 não tendo sido encontradas mutações 
pontuais nos genes das cadeias globínicas α e β. 
Com base nestes dados não achámos relevante prosseguir o estudo das 15 
amostras pertencentes ao Grupo III que apresentavam valores hematológicos no limite 
inferior da normalidade com HGM 25,5-27pg.  
No entanto, o aprofundamento do estudo molecular destes casos deverá ser 
realizado, nomeadamente o estudo de mutações pontuais no gene α e no gene β, quando  
se pretende fazer aconselhamento genético, se o outro elemento do casal também 
apresentar uma hipocromia e microcitose ou for portador de uma variante de Hb. 
 
O estudo das amostras pertencentes ao Grupo IV prossegiu através da pesquisa 
de mutações pontuais no gene globínico β, para despiste da mutação β+  IVSI-6 (T-C) 
ou a presença de uma mutação β-talassémia associada a uma δ-talassemia.  
Não foi encontrada nenhuma diferença de mobilidade no SSCP do gene β-globínico, no 
entanto, apenas foi amplificado o primeiro exão e regiões adjacentes não ficando 
exluída a presença de outras mutações pontuais na restante sequência globínica β. 
 
De seguida foi pesquisada a presença de Hb Plasencia, a variante de Hb α-
talassémica mais comum em Portugal, segundo a experiência do Laboratório de 
Anemias Congénitas e Hematologia Molecular do CHC (C.Bento, comunicação 
pessoal). 
Verificou-se a presença de 4 portadores de Hb Plasencia. Estas amostras 
apresentavam valores de VGM entre 73 - 78 fl e de HGM entre 23 - 25pg (Tabela 21). 
A hemoglobina Plasencia foi descrita pela primeira vez em 2005 numa família 




moderada [63]. Esta mutação deve-se a uma substituição no codão 125 no gene α2 
resultando numa substituição do aminoácido leucina por uma arginina (CTG-CGG). O 
aminoácido 125 está situado na região da hélice H da cadeia α-globínica, um local 
crítico para o contacto das cadeias α-β e consequentemente formação do tetrâmero, 
originando um fenótipo α+ por mecanismo pós-translacional [64]. 
Esta variante de Hb, foi a segunda mutação mais frequente encontrada no nosso grupo 
de amostras, o que nos permite concluir que deveriam ser feitos mais estudos da sua 
prevalência na nossa e noutras populações. 
 
Excluídas as causas mais comuns de α e β-talassémia procedeu-se à 
sequênciação dos genes globínicos α1 e α2. 
Foram encontrados 4 mutações em heterozigotia na parte não transcrita do gene 
α2 (3 no segundo intrão do gene α2 e uma 42 pb depois do polyA) descritas aqui pela 
primeira vez [68].  
 
As mutações IVSII-1 (T→A) e IVSII-142 (G→A) devem-se respectivamente a uma 
alteração no primeiro e no último nucleotídeo do segundo intrão do gene α2. Esta 
mutação altera os nucleotídeos conservados do local de splicing. 
A remoção dos intrões e ligação dos exões durante a transcrição do RNA (splicing) 
requer sequências nucleotídeas específicas nas junções entre os intrões e os exões, os 
dinucleotídeos GT no terminal 5´e AG no terminal 3´, assim como, as sequências 
consenso envolventes. A sequência consenso 5´ inclui os últimos três nucleotídeos do 
exão e os primeiros seis nucleótideos do intrão, enquanto o local 3´ inclui os últimos 10 
nucleotídeos do intrão e o primeiro nucleótido do exão [29]. 
A presença destas duas mutações no local de splicing eliminam o normal processamento 
do RNA levando a que não haja síntese da respectiva cadeia. Como as mutações estão 
em heterozigotia o fenótipo provável será de α-talassemia, o que está de acordo com os 
parâmetros hematológicos apresentados (Tabela 22). 
 
As restantes 2 mutações encontradas [IVSII-55 (T→G) e uma 42pb depois do poliA 
(G→A)] estão descritas na parte não transcrita do gene α2 e aparentemente não 
justificam os parâmetros hematológicos encontrados. 
São poucas as mutações descritas na parte não transcrita dos genes α-globínicos, 




(IVSI-55 G→A) com uma alteração do mesmo nucleotídeo na mesma posição. Esta 
mutação está descrita numa familia de descendência Hindu com uma hipocromia e 
microcitose moderada e com um rácio de cadeias α/β de 0,6 (VR: 0,9-1.1). 
 
Em 4 das 12 amostras pertencentes ao Grupo IV não foram encontradas 
mutações que pudessem justificar as alterações hematológicas (Tabela 23).  
Uma das amostras em que não foram encontradas mutações, a amostra IV.8, 
apresentava valores bastante baixos de VGM de 69fl e de HGM 21pg, muito sugestivo 
de talassemia, podendo dever-se a δ+β-talassémia ou à presença de grandes deleções no 
cluster α- ou β-globínico. As restantes três amostras apresentavam parâmetros, 
sobretudo de VGM, mais próximos dos limites normais. 
 
De modo a clarificar a origem da hipocromia apresentada pelas quatro amostras, 
deverão ser realizados mais estudos moleculares, como a pesquisa de δ+β-talassémia. 
Neste estudo, apenas foi amplificada a região que engloba o primeiro exão do gene β-
globínico para a pesquisa da mutação mais frequente na nossa população (β+ IVSI-6). 
Deverá ser sequenciado todo o gene β-globínico para a pesquisa de outras mutações 
pontuais associadas a β-talassémia ou mutações “silenciosas”. No mediterrâneo a 
mutação β++ (-101 C-T) é relativamente frequente, os indivíduos heterozigóticos 
apresentam valores de HGM, VGM e HbA2 muito próximos do normal [65].  
 
Deverão também ser pesquisadas grandes delecções do cluster α e do cluster β 
por Southern Blotting ou MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). 
As grandes delecções, do cluster α ou do cluster β (γδβ-talassémias) apresentam valores 
de HbA2 e HbF normais.  
 
As γδβ-talassémias são delecções muito raras que resultam na perda total ou parcial do 
cluster globínico β e das suas regiões regulatórias. Em heterozigotia apresentam 
parâmetros hematológicos compatíveis com uma β0-talassémia, com uma hipocromia e 
microcitose severa e níveis normais de HbA2 e de HbF. Não está descrito nenhum caso 








No estudo de 50 amostras de dadores de sangue do Centro Regional de Sangue 
de Coimbra, foi possível identificar algumas das causas mais frequentes de hipocromia 
e microcitose descritas na nossa população, assim como, outras mutações raras não 
descritas anteriormente.  
 
Embora a amostra estudada não seja significativa para tirar conclusões sobre a 
prevalência destas mutações na nossa população, podemos concluir, com base neste 
estudo, que as mutações que envolvem o cluster α são mais frequentes do que as 
envolvem o cluster não-α. Por exemplo, só a delecção –α3.7 apresentou uma prevalência 
igual a todas as outras mutações que envolvem o cluster não-α (8 β-talassémias e 2 Hb 
Lepore). 
O facto do diagnóstico definitivo de α-talassémia apenas ser possível por 
técnicas de biologia molecular, torna-o mais dispendioso e moroso, em relação ao 
diagnóstico de β-talassémia, e a sua prevalência real não é conhecida. 
 
O conhecimento das bases moleculares das amostras hipocrómicas e 
microcíticas, e a sua prevalência na população em estudo, apresenta grandes vantagens 
em termos de saúde pública, nomeadamente como meio de definir estratégias para 
diminuir o número de recém-nascidos afectados com formas graves, através de um 
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